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摘要 : 抗菌 肽 是 一 类 具有 广 谱 抗 菌 活性 的 小 分 子 多 肽 , 包括 抗 细 菌 、 病 毒 和 真菌 。 本 研究 以 斜纹 夜 蛾 Spodoptera 
litura( Fabricius ) 为 研究 对 象 , 利用 Real-time PCR 和 半 和 定量 RT-PCR 检测 了 其 体内 两 个 重要 抗菌 肽 基因 Cecropin 
和 Moricin 的 时 空 表 达 模 式 及 其 对 微生物 的 敏感 性 。Real-time PCR 检测 结果 表明 , 抗菌 肽 基因 Cecropz 和 Moricin 
在 和 糙 纹 夜 蛾 各 个 龄 期 (1, 2, 3, 4, 5 和 6 龄 幼虫 、 晴 、 成 虫 ) 都 有 表达 , 随 着 龄 期 的 增长 ,表达 量 逐 渐 增 加 ,6 龄 幼 
虫 中 表达 量 达 到 最 高 。 半 和 定量 RT-PCR 检测 表明 , 抗 画 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 在 7 个 不 同 组 织 (气管 、 卵 梨 、 马 
氏 管 、 体 壁 、 中 肠 、 脂 肪 体 和 血细胞 ) 中 都 有 表达 ，Cecropzm 在 脂肪 体 中 表达 量 最 高 ,而 Moricin 在 血细胞 中 表达 量 
相对 较 高 ; RT-PCR 检测 表明 ，Cecropizn 和 Moricin 的 表达 在 大 肠 杆 菌 kscherichia coli 诱导 后 迅速 上 升 ， 其 中 诱导 后 
8 h 达到 高 峰 期 , 一 直 持 续 到 48 h。 不 同 病 原 微生物 (大 肠 杆菌 E.coli、 金黄 色 和 葡萄 球菌 Staphyloccocus aureus 和 日 
僵 菌 Beauveria bassiana ) 分 别 诱导 后 ，Real-time PCR 检测 表明 ， 斜 纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 对 大 肠 杆 
菌 的 刺激 最 为 敏感 。 本 研究 结果 为 进一步 研究 斜纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 的 功能 竟 定 基础 。 
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Temporal and spatial expression profiles and the microbial sensitivity of 
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Abstract: Antimicrobial peptides ( AMPs ) are small molecular weight proteins with broad spectrum 
antimicrobial activity against bacteria, viruses, and fungi. In the present study, the real-time PCR and 
semi-quantitative RT-PCR were used to check the temporal and spatial expression patterns and the 
microbial sensitivity of genes of two very important antimicrobial peptides, moricin and cecropin, from 
Spodoptera litura to microbes. The real-time PCR result indicated that Moricin and Cecropin were 
expressed during the whole developmental stages, and the expression level increased with the 
development, with the highest expression level in the 6th instar larvae. The semi-quantitative RT-PCR 
result showed that both Cecropin and Moricin were expressed in the seven tissues including trachea, 
testis, Malpighian tubes, integument, midgut, fat body and hemocyte, and Cecropin had the highest 
expression level im fat body while Moricin had a relatively higher expression level im hemocyte. The 
temporal expression result detected by semi-quantitative RT-PCR showed that the expression of Cecropin 
and Moricin increased significantly within 48 h after induction with Escherichia coli, and reached the peak 
at 8 h after Induction. Real tme PCR result showed that the transcript level of Moricin and Cecropin 


increased significantly after induction with different microbes (E. coli, Staphyloccocus aureus and 
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Beauveria bassiana), respectively, and most sensitive to the induction of E. coli. The results of this 


study lay the foundation for further function research of Cecropin and Moricin from S$. litura. 
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profiles; microbial sensitivity 


昆虫 抗菌 肽 (antimicrobial peptides，AMPs ) 是 一 
类 具有 广 谱 抗菌 活性 的 小 分 子 多 肽 ,是 昆虫 免疫 防 
御 体 系 的 重要 效应 因子 ,对 音 兰 氏 阴 性 和 阳性 菌 、 
有 某 些 病毒 、 原 虫 和 发 生病 变 的 真 核 细 胞 等 有 杀伤 效 
果 (Lemaitre et al., 1997; Bulet et al., 1999; Boman ， 
2003 ) 。 抗 菌 肽 属 非 专 一 性 免疫 应 答 产物 , 可 被 细 
离 及 细 兰 细胞 壁 组 成 成 分 如 脂 多 糖 、 糖 重 日 等 族 导 
(Boman, 2003) 。 其 主要 优点 表现 在 : 抑制 微生物 
的 生长 非常 迅速 ; 抗菌 谱 广 , 不 仅 对 植物 病原 菌 有 
强 抑制 作用 ,而 且 对 畜 禽 和 水 产 动物 的 病原 菌 也 有 
强 杀 作用 ; 抗菌 肽 无 免疫 原 性 ,对 人 冀 无 毒 副 作 
用 ; 具有 良好 的 溶解 性 和 热 稳 定性 ; 对 较 高 的 离子 
强度 或 较 大 的 pH 变化 具有 较 好 的 耐 受 性 ,甚至 有 
抵抗 消化 道 多 肽 酶 水 解 的 能 力 (Boman，2003; 
Haine et al., 2008 ) 。 迄 今 为 止 , 已 在 昆虫 中 发 现 了 
超过 200 种 抗菌 肽 类 物质 (Zasloff，2002 ; Boman ， 
2003 ; Zhong et al., 2012 ) 。 果 蝇 基 因 组 中 共 含 有 7 
种 不 同 的 AMPs, 包括 天 和 看 素 (cecropins)、 果 蝇 肽 
双 蕊 肽 (diptericins )、 攻 击 素 
(attacins ) 、 抗 真菌 肽 (drosomycins )、 弄 典 金 属 肽 
(metehnikowin ) 和 防卫 素 (defensins ) 等 ( Hoffmann et 
al.，1999 ; Zasloff, 2002; Zhong et al., 2012 ) 。 大 量 
研究 表明 , 昆虫 具有 复杂 的 抗 爷 肽 基因 表达 调控 机 
制 , 不同 种 类 的 微生物 能 特异 地 激活 特定 的 基因 表 
达 。 在 果 蜗 中, 抗菌 肽 基因 的 表达 主要 受 Toll/dif 
和 Imd/relish 途径 调控 。 真 菌 和 革 兰 氏 阳 性 细菌 感 
染 能 激活 Tol 信号 途径 ,调控 果 蝇 抗 真 菌 肽 
(drosomycins ) 、 锝 虹 金 属 肽 (metehnikowin ) 和 防卫 
素 (defensins ) 等 基因 的 表达 ; 而 革 兰 氏 阴性 细菌 能 
激活 Imd 信号 途径 ,调控 天 和 看 素 (cecropins ) 、 果 晶 
肽 (drosocin )、 双 志 肽 (diptericins )、 攻 击 素 
(Cattacins) 等 基因 的 表达 。 

到 目前 为 止 , 对 于 农业 重要 害 忠 斜纹 夜 蛾 
Spodoptera litura( Fabricius ) 抗菌 肽 的 研究 ,还 不 能 
清楚 地 解释 抗菌 肽 在 虫 体 内 免疫 应 答 中 的 作用 , 特 
别 是 斜纹 夜 峨 在 接受 外 界 刺激 信号 后 , 抗菌 肽 家 族 
是 如 何 被 局 动 表达 并 对 病原 微生物 进行 识别 和 清 
除 。 弄 清 此 问题 , 不 仅 对 深入 揭示 斜纹 夜 峨 对 入 侵 
病原 菌 的 免疫 机 制 提供 理论 基础 ,而 且 对 害虫 的 生 


( drosocin ) 、 


物 防 治 将 有 理论 和 实际 意义 。 因 此 , 本 实验 以 重要 
农业 害虫 斜纹 夜 蛾 为 材料 , 对 其 体内 两 个 重要 的 抗 
菌 肽 基因 Cecropz 和 Moricin 的 表达 模式 及 其 对 微 
生物 敏感 性 进行 了 详细 的 分 析 , 为 进一步 研究 斜纹 
夜 峨 体内 其 他 抗菌 肽 的 表达 模式 和 功能 验证 奠定 
基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 昆虫 和 菌株 

斜纹 夜 蛾 由 中 山大 学 生命 科学 院 提 供 忠 卵 并 用 
人 工 饲 料 饲养 ( 陈 其 津 等 ，2000 )。 大 肠 杆 离 
K2Di、 金 黄色 和 葡 荀 球 亢 
Staphylococcus aureus 和 折价 菌 Beauveria bassiana 均 
由 本 实验 室 保存 。 
1.2 试剂 

RNA 抽 提 Trizol 试剂 盒 购 目 Invitrogen 公司 ， 
DNA Polymerase 和 M-MLYV 反 转 录 试 剂 盒 购 自 宝生 
物 工程 ( 大连) 公司 , 其 他 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 了 NA 的 提取 和 cDNA 第 一 链 的 合成 

收集 健康 的 斜纹 夜 蛾 不 同 发育 历 期 (1, 2, 3， 
4, 5 和 6 龄 幼虫 、 师 、 成 虫 ) 以 及 6 龄 幼虫 的 7 个 组 
织 (气管 、 卵 梨 、 马 氏 管 、 体 壁 、 中 肠 、 脂 肪 体 和 血 
细胞 ) 的 100 mg 材料 , 液 氮 人 研 诬 ， 加 入 Trizol, 按照 
Invitrogen 公司 的 Trizol Kit 说 明 书 进行 ， 2 ug 总 
RNA 模板 和 20 ng oligo(dT)i。 混 合 , 按 TaKaRa 公 
司 cDNA 合成 试剂 盒 说 明 书 合成 cDNA 第 一 链 , 保 
存在 -80% 冰箱 备用 。 
1.4 斜纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 在 
不 同龄 期 差异 表达 的 检测 

为 了 检测 Cecropin 和 Moricin 在 和 斜纹 夜 蛾 不 同 
发 育 历 期 表达 的 差异 性 。 根 据 GenBank 中 报道 的 
Cecropin ( GenBank 登录 号 : F142341 ) 和 Moricin 
(CenBank 登录 号 : AB100428 ) 的 cDNA 序列 , 设计 
了 2 对 定量 引物 , 定量 引物 如 表 1。 以 组 成 型 表达 
的 B-actin 基因 作为 内 参 , 根据 CenBank 中 登录 的 
斜纹 夜 蛾 B-actin( GenBank 登录 号 : DQ494753 ) 的 
cDNA 序列 设计 一 对 定量 引物 , 引物 序列 如 表 1。 

以 斜纹 夜 蛾 各 个 发 育 历 期 (1, 2, 3, 4,5 和 6 
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龄 幼虫 、 肾 、 成 虫 ) 的 cDNA 为 模板 , 进行 qRT-PCR 
扩 增 。 反 应 条 件 : 94% 30 s, 94% 15 s, 60%C 20 s， 
40 个 循环 ; 72%C 30 s。 
1.5 和 斜纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 表 
过 的 组 织 特异 性 分 析 
培养 收集 大 肠 杆 菌 Ki, Ds ，3 000 g 离心 10 
min, 弃 上 清 液 , 沉 演 用 生理 盐水 洗 2 次 后 , 热 灭 
活 , 并 用 生理 盐水 悬浮 稀释 至 2. 0 x 10 CFU/mL， 
取 10.0 pL 用 微量 注射 疑 皮下 注射 至 斜纹 夜 蛾 6 龄 
第 1 天 幼虫 体内 , 注射 后 幼虫 正常 饲养 。 分 别提 取 
诱导 8 h 后 的 7 个 组 织 ( 气 管 、 卵 巢 、 马 氏 管 、 体 
壁 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 血 细胞 ) 和 诱导 后 不 同时 间 (0， 
0.25, 0.5, 1,2,4,8,12, 16, 24 和 48 bh) 的 脂肪 
体 和 血细胞 。 根 据 GenBank 中 报道 的 cDNA 序列 设 
计 2 对 半 定 量 引 物 ， 引 物 序 列 如 表 1。 以 斜纹 夜 蛾 
6 龄 幼虫 诱导 后 8 h 的 7 个 组 织 和 诱导 后 不 同时 间 
的 脂肪 体 和 血细胞 的 cDNA 为 模板 , 进行 半 定 量 
RT-PCR 检测 。Moricin 反应 条 件 : 94% 5 min; 94C 
30 s，40% 30,72%C 30 s,，30 个 循环 ; 72% 延伸 
7 min。Cecropin 反应 条 件 : 94% 5 min; 94% 30 s， 
50% 30, 72% 30 s, 30 个 循环 ; 72% 延伸 7 min。 
表 1 Cecropin 和 Moricin 基因 的 定量 和 半 定 量 引物 
Table 1 Primers of real-time PCR and RT-PCR for 
Cecropin and Moricin 
引物 名 称 Primer name 
RT-PCRMorup 
RT-PCRMordown 
RT-PCRCecup 
RT-PCRCecdown 
RT-PCRactinup 
RT-PCRactindown 


引物 序列 Primer sequences (5' -37) 
TATAATAATCGTCAAAGTAATCA 
GAAGAAGGAATAGACATCAT 
TTCTTCGTGTTCGCGTGTCTCCTC 
TAACCCTTAAATTAATACATTTTG 
CTAAGGCCAACAGGGAGAAGATGA 
CAGCGGTGGTGGTGAAAGAGTAA 


qCECF TTTTCTTICGTGTTCGCGTGTCTGC 
qCECR CAAATGAGGATGATGATGATGAGT 
qMORF AAGTGTTTIGTGATTTTGATCGTGG 
qMORR TGTTTTTCTAGCTGGTTAGTGTAG 
qactin-N TCCTGGACTCCGGTGATGGTGT 
qactin-C CAGCGGTGGTGGTGAAAGAGTAAC 


1.6 斜纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 对 
不 同 微生物 的 敏感 性 分 析 

分 别 培养 收集 大 肠 杆菌 E.coli Ki, D;i、 金黄 色 
葡萄 球菌 S$，aureus 和 日 僵 菌 B，bassiana 3 000 g 离 
心 10 min, 弃 上 清 液 ,沉淀 用 生理 盐水 洗 2 次 , 热 
灭 活 后 用 生理 盐水 悬浮 稀释 至 2.0 x 10 CFU/mL。 
选取 正常 健康 的 斜纹 夜 蛾 6 龄 第 工 天 的 幼虫 , 分 3 


组 , 每 头 虫 分 别 注射 10 pL 上 述 浓度 的 大 肠 杆 阔 
.coli K)D,、 金 黄色 葡萄 球菌 S，aureus 和 白 僵 菌 
了 .passiana 元 液 ， 后 正常 饲养 , 每 组 处 理 20 头 虫 ， 
每 组 设置 3 个 重复 , 以 注射 PBS (pH 7.2) 为 对 照 
(CK)。 诱导 8 后 , 冰 浴 解剖 其 脂肪 体 , 利用 qRT- 
PCR 技术 检测 Cecropin 和 Moricin 在 不 同 微生物 诱 
导 下 的 表达 情况 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

实验 数据 的 分 析 ` 处 理 与 绘图 采用 SPSS19 和 
EXCEL2003 ;计算 平均 信和 标准 误 ,采用 一 维 方差 分 
析 ( One-Way ANOVA) 中 的 最 小 显著 差 法 (LSD) 分 
析 , 多 重 比 较 采 用 Duncan 氏 检验 法 ,差异 显 车 性 水 
平 为 已 <0.05 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 和 斜纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 在 
不 同龄 期 的 差异 表达 

本 人 研究 利用 实时 灾 光 定量 PCR (qRT-PCR ) 拉 
术 , 检测 了 冬 纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 
不 同 发 育 历 期 (1, 2, 3, 4, 5 和 6 龄 幼虫 、 晴 、 成 
虫 ) 的 表达 情况 。 绪 果 如 图 1 和 图 2 所 示 , 表明 抗 
菌 肽 基因 Cecropz 和 Moricin 在 斜纹 夜 蛾 各 个 发 育 
阶段 均 有 表达 , 并 且 随 痢 龄 期 的 增长 表达 量 未 渐 升 
高 , 在 6 龄 幼虫 时 相对 表达 量 达 到 最 高 , 与 其 他 龄 
期 的 表达 量 达 到 差异 显著 水 平 (P <0.05), 在 晴 期 
和 成 虫 期 表达 量 又 开始 降低 (图 1)。 

2.2 斜纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 在 
不 同 组 织 中 的 表达 分 析 

为 了 明确 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 在 斜 
纹 夜 蛾 体内 的 主要 表达 器 官 , 利用 半 定 量 RT-PCR 
对 斜纹 夜 蛾 6 龄 幼虫 7 个 不 同 组 织 (气管 、 精 时 、 
马 氏 管 、 体 壁 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 血 细胞 ) 进行 检测 ， 
结果 如 图 2 所 示 , 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 在 
不 同 组 织 中 都 有 表达 ,主要 表达 部 位 为 血细胞 和 脂 
肪 体 。 半 定量 RT-PCR 结果 表明 ，Cecropin 在 脂肪 
体 中 的 表达 量 明 显要 高 于 Moricin; Cecropin 在 脂肪 
体 中 的 表达 量 最 高 ,而 Moricin 在 血细胞 中 的 表达 
量 最 高 。 

为 了 进一步 明确 Cecropin 和 Moricin 在 受到 微 
生物 诱导 后 的 时 间 表达 模式 。 解 剖 大 肠 杆菌 E. coli 
诱导 斜纹 夜 峨 6 龄 幼虫 不 同时 间 (0, 0.25, 0.5,1,， 
2, 4, 8, 12, 16, 24 和 48 h) 后 的 血细胞 和 脂肪 体 ， 
利用 半 和 定量 RT-PCR 对 Cecropz 和 Moricin 在 脂肪 体 
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图 1 斜纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin( A) 和 Moricin(B) 
不 同 发 育 历 期 的 qRT-PCR 检测 结 
qRT-PCR analysis of antimicrobial peptide genes 


Fig. 1 
Cecropin( A) and Moricin( B) from Spodoptera litura 
at different developmental stages 
L1: 1 龄 幼虫 1st instar larva; L2: 2 龄 幼虫 2nd instar larva; 13: 3 龄 
幼虫 3rd instar larva; L4: 4 龄 幼虫 4th instar larva; L5 ;5 龄 幼虫 Sth 
instar larva; L6: 6 龄 幼虫 6th instar larva; P: 肾 Pupa; Ad: 成 虫 
Adult. 柱 上 不 同 字母 表示 不 同 发 育 历 期 间 的 表达 差异 显著 (P < 
0.05 ) ( Duncan 氏 检 验 )。Different letters above bars indicate 
significant 


difference in the expression level 


developmental stages (P<0.05) (Duncan’ s test). 
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图 2 Cecropin 和 Moricin 在 斜纹 夜 蛾 不 同 组 织 


表达 差异 的 RT-PCR 检测 


Fig. 2 Expression of Cecropin and Moricin in different 





tissues of the 6th instar larvae of Spodoptera litura 
detected by RT-PCR 
M: DNA Marker | ; Tr: 气管 Trachea; Te: 精 梨 Testis; Mt: 马 氏 管 
Malpighian tubes; In: 体 壁 Integument; Mg: 中 肠 Midgut; Fb: 脂肪 体 
Fat body; He: 血细胞 Hemocvyte. 


和 血细胞 中 的 表达 进行 检测 ,结果 如 图 3( 脂 肪 体 ) 
和 图 4( 血 细胞)。 由 图 3 可 知 ， 笠 纹 夜 娥 幼虫 未 经 
诱导 , 可 以 在 脂肪 体 中 检测 到 抗菌 肽 基因 Cecropin 
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和 Moricin 的 低 水 平 表 达 ; 经 大 肠 杆 阔 kh.，coli 诱导 
后 , 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 的 表达 水 平 显 著 
提高 , 在 诱导 后 8 h 左右 抗菌 肽 基因 的 表达 量 达 到 
一 个 高 峰 期 ， 而 后 一 直 持 续 表 达 。 到 达 48 h, 抗菌 
肽 表达 量 降低 。 

由 图 4 可 知 , 没有 诱导 的 斜纹 夜 蛾 血细胞 也 能 
检测 到 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 的 表达 。 经 
过 大 肠 杆 阔 诱导 后 , 抗菌 肽 基因 Cecropin 在 血细胞 
中 的 表达 量 明 显 提高 , 在 诱导 后 8 h 表达 量 达 到 一 
个 高 峰 期 ,而 Moricin 基因 在 血细胞 中 的 诱导 表达 
效果 不 是 很 明显 。 

CK 0.25h0.Shlh 2h 4h 8h 12h 16h 24h 48h 
Moricin 


Cecropin 


B-actin 





图 3 大 上 肠 杆菌 诱导 不 同时 间 后 Cecropin 和 Moricin 在 
斜纹 夜 蛾 脂肪 体 中 表达 的 RT-PCR 检测 结果 
Fig. 3 Expression of Moricin and Cecropin in fat body of 
Spodoptera litura after induction with Escherichia coli 
detected by RT-PCR 
M: DNA Marker DL2000; CK: 未 处 理 的 脂肪 体 Naive fat body. 
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图 4 大 肠 杆 菌 诱导 不 同时 间 后 Cecropin 和 Moricin 在 
和 斜纹 夜 蛾 血细胞 中 表达 的 RT-PCR 检测 结 
Fig. 4 Expression of Moricin and Cecropin in hemocyte of 
Spodoptera litura after induction with Escherichia coli 
detected by RT-PCR 
M: DL2000 marker; CK: 未 处 理 的 血细胞 Naive hemocyte. 


2.3 不 同 微生物 诱导 斜纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 
Cecropin 和 Moricin 表达 的 差异 分 析 

解剖 注射 大 肠 杆菌 .coli、 金黄 色 和 葡萄 球菌 S. 
aureus 和 和 白 伪 了 落 B.， bassiana 8 h 后 斜纹 夜 蛾 6 龄 幼 
虫 的 脂肪 体 ， 提取 总 RNA。qRT-PCR 检测 结果 如 
图 5, 结果 表明 ,3 种 微生物 均 能 诱导 抗菌 上 肽 基因 
Cecropin 和 Moricin 的 表达 ,而 且 表达 量 都 显著 高 于 


对 照 (未 诱导 ) (P <0.05) 。 相 对 来 说 , 大 肠 杆菌 诱 
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导 后 , 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 表达 量 上 调 最 
高 , 与 对 照相 比 ，Cecropin 和 Moricin 分 别 达 到 50 和 
25 倍 , 达到 差异 显著 水 平 (P<0.05)。 表 明 斜 纹 夜 
峨 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 的 表达 对 大 肠 杆 
菌 E.coli 刺激 比 金 黄色 葡 敬 球菌 S$，aureus 和 日 僵 
菌 B.，bassiana 的 刺激 更 为 敏感 。 


相对 表达 量 


相对 表达 量 
Relative expression level 


不 同 微生物 Different microbes 
图 5 和 斜纹 夜 蛾 抗菌 肽 基因 Cecropin( A) 和 Moricin(B) 在 
不 同 微生物 诱导 后 脂肪 体 中 的 表达 
Fig. 9 Expression of antimicrobial peptide genes Cecropin (A) 


and Moricin ( B) from Spodoptera litura in 
fat body treated by microbes 
CK PBS; hk. coli: 大 肠 杆 菌 Escherichia coli; S，aureus: 金黄 色 葡 萄 
球菌 Staphyloccocus aureus; B.，bassiana: 日 僵 凋 Beauveria bassiana. 
柱 上 不 同 字 母 表 示 差 异 显著 (已 <0.05) (Duncan 氏 检 验 ) 。Different 


letters above bars indicate significant difference (P <0.05) (Duncan s 





multiple range comparison ) . 
‘人 、 
3 讨论 


斜纹 夜 蛾 是 一 种 世界 性 分 布 的 重要 农业 害虫， 
国外 主要 分 布 于 东南 亚 及 南亚 , 国内 以 长 江 流 域 和 
黄河 流域 发 生 为 重 , 食性 很 广 , 寄主 植物 已 知 99 科 
290 多 种 ( 姚 文 辉 ,2005 ) 。 目 前 对 于 斜纹 夜 蛾 免疫 
反应 的 研究 报道 不 多 ,0izumi 等 (2005 ) 报 道 了 从 和 斜 
纹 夜 蛾 体内 克隆 了 Moricin 基因 , 其 cDNA 全 长 408 
bp, 编码 67 个 氨基 酸 残 基 , 预计 分 子 量 为 7.2 
kDa, 具有 抗菌 广 谱 性 , 包括 对 革 兰 氏 阴 性 菌 和 革 
兰 氏 阳 性 苗 敏 感 并 对 其 起 抑制 作用 。 大 肠 杆菌 可 诱 
导 和 斜纹 夜 蛾 Moricin 的 表达 , 其 主要 是 在 脂肪 体 和 
血细胞 中 表达 , 马 氏 管 和 中 肠 中 无 表达 。Choi 等 








(2000) 从 斜纹 夜 帮 幼 虫 免疫 血 淋 巴 中 分 离 了 
Cecropin A 和 Cecropin B 两 个 天 看 素 类 抗菌 肽 。 
Cecropin A 和 B 分 别 为 58 和 59 个 氨基 酸 残 基 , 对 
革 兰 氏 阳性 、 阴 性 菌 具 有 广 谱 的 杀伤 作用 ; 活性 稳 
定 , 在 pH 5.6 ~8.0 条 件 下 均 有 较 强 活性 , Northern 
blot 检测 表明 ,抗菌 肽 基因 Cecropin A 和 B 主要 在 
免疫 的 脂肪 体 中 表达 , 而 不 是 正常 的 脂肪 体 。 陈 维 
春 等 (2007) 及 宋 杰 和 陈 维 春 (2007 ) 报道 了 从 斜纹 
夜 蛾 中 克隆 了 抗菌 肽 基因 Cecropin D 包含 cecD1 和 
cecD2。 但 是 到 目前 为 止 , 国内 外 学 者 没有 系统 地 
对 斜纹 夜 蛾 体内 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 的 
时 空 表达 模式 及 对 微生物 的 敏感 性 进行 详细 的 
研究 。 

为 了 明确 斜纹 夜 体内 的 抗菌 物质 ,进一步 分 离 
纯化 斜纹 夜 蛾 体内 的 抗菌 肽 奠定 理论 基础 。 本 实验 
选用 鲜 翅 目 昆虫 斜纹 夜 蛾 作为 研究 对 象 , 采用 注射 
大 肠 杆菌 的 诱导 方法 , 通过 半 定 量 RT-PCR 和 
Real-time PCR 技术 对 斜纹 夜 蛾 体内 主要 的 抗菌 肽 
基因 Cecropin 和 Moricin 在 不 同 发 育 历 期 、 不 同 诱导 
时 间 、 不 同 微 生物 诱导 下 的 表达 进行 了 检测 。 结 采 
表明 ,斜纹 夜 蛾 体内 的 抗菌 肽 基因 是 可 诱导 的 , 在 
不 同 的 发 育 阶 段 都 有 表达 , 尤其 是 在 6 龄 幼虫 中 的 
表达 量 最 高 ; 不 同时 间 的 诱导 检测 表明 , 经 过 外 界 
诱导 后 抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 的 表达 水 平 
显著 提高 , 在 诱导 后 抗菌 肽 基因 很 快 地 表达 , 在 诱 
导 后 8 h 左右 抗菌 肽 基因 的 表达 量 达 到 一 个 高 峰 ， 
但 整个 检测 一 直 持 续 表达 。 此 结果 与 昆虫 依 徘 血 细 
胞 和 一 系列 能 够 快速 激活 的 酶 (如 酚 氧 化 酶 ) 来 抵 
御 病 源 微 生物 的 入 侵 相 吻合 (Siva-Jothy et al.， 
2005; Cherry and Silverman, 2006; Cerenius et al., 
2008 ) 。 许 多 的 防御 线 都 是 诱导 反应 ,包括 一 系列 
抗菌 肽 ( Choi et al., 2000; Brown et al., 2008; Haine 
et al., 2008 ) 。 这 些 抗菌 肽 的 免疫 反应 至 少 需 要 1 ~ 
3 h 才能 产生 (Lavine et al., 2005 ) , 12 ~48 h 才能 
达到 高 峰 (Haine et al.，2008 ) 。 这 些 诱导 反应 在 不 
同 的 昆虫 中 会 持续 几 个 星期 ， 如 在 大 黄蜂 Bombus 
terresiris ( Korner and Schmid-Hempel，2004 ) 和 黄粉 
虫 Tenebrio molitor ( Haine et al.，2008 ) 中 可 以 维持 
14 d, 在 晴 览 Aeschna cyanea 中 可 以 维持 44 d (Bulet 
et dl.，1992 ) 。 大 肠 杆 天 可 诱导 表达 斜纹 夜 娥 的 
Moricin, 其 主要 是 在 脂肪 体 和 血细胞 中 表达 , 马 氏 
管 和 中 肠 中 无 表达 (Choi et al., 2000; Oizumi et al.， 
2005 ) 。 本 人 研究 通过 对 大 肠 杆 衣 诱 导 后 的 斜纹 夜 蛾 
6 龄 幼虫 进行 解 训 , 分 别 取 气 管 、 精 巢 、 马 氏 管 、 体 
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壁 、 中 肠 、 脂 肪 体 和 血细胞 7 个 主要 的 不 同 组 织 进 
行 半 定量 RT-PCR 检测 ,结果 表明 斜纹 夜 蛾 体内 的 
抗菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 在 不 同 组 织 的 表达 
量 不 同 , 但 比较 而 言 ， 主 要 表达 部 位 也 是 免疫 的 脂 
肪 体 和 血细胞 。 

本 人 研究 结果 表明 , 斜纹 夜 蛾 体内 的 抗菌 肽 基因 
Cecropin 和 Moricin 主要 表达 部 位 为 免疫 的 脂肪 体 和 
血细胞 , 而 且 抗 菌 肽 基因 Cecropin 和 Moricin 对 于 大 
肠 杆菌 的 诱导 最 为 敏感 ,经 过 大 肠 杆 菌 诱导 8 h 
后 , mRNA 转录 到 达 高 峰 期 , 并 一 直 持 续 到 48 h。 
本 人 研究 为 进一步 从 斜纹 夜 蛾 体内 分 离 抗 菌 上 肽 
Moricin 和 Cecropin 提供 理论 基础 , 也 为 进一步 研究 
其 他 的 抗菌 肽 基因 提供 依据 。 本 研究 由 于 时 间 原 
， 没 能 从 冬 纹 夜 蛾 的 免疫 血 淋 巴 中 分 离 出 抗菌 肽 
Moricin 和 Cecropin， 而 且 对 于 抗菌 肽 Moricin 和 
Cecropin 的 功能 还 在 进一步 的 全 究 之 中 。 
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